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(57) Abstract 



The invention relates to a method for the treatment of cerebral ischaemia and to an agent for the treatment of cerebral ischaemia, 
notably in humans, of the kind seen, for example, in stroke patients. Surprisingly it was found that the peripheral administration of 
erythropoietin to ischaemic cerebral tissue has a marked protective effect. Erythropoietin dramatically reduces the area of permanently 
damaged cerebral tissue, notably in the penumbra, in comparison to results obtained with conventional measures without administration of 
erythropoietin. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien sowie auf ein Mittel zur 
Behandlung cerebraler Ischamien insbesondere des Menschen, wie sie beispielsweise bei Schlaganfallpatienten auftreten. Oberraschend 
wurde gefunden, daB die periphere Gabe von Erythropoietin auf das von der Ischamie betroffene cerebrale Gewebe einen ausgepragt 
protektiven Effekt aufweist. Erythropoietin bewirkt dabei, daB der Bereich des dauerhaft geschadigten cerebralen Gewebes, insbesondere 
in der Penumbra, dramatisch verkleinert wird gegenuber herkommlichen MaBnahmen bei cerebraler Ischamie ohne Erythropoietingabe. 
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Verfahren zur Behandlung von cerebra len Ischamien 
sowie Verwendung von Eryt hropoietin oder 
Ervthropoietin-Derivaten zur Behandlung von 
cerebralen Ischamien 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein 
Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien 
sowie auf ein Mittel zur Behandlung cerebraler 
ischamien von Saugetieren, insbesondere des Menschen, 
wie sie beispielsweise bei Schlaganf allpatienten 
auftreten. 

Beim ischamischen Hirninfarkt unterscheidet man die 
geschadigten Bereiche in ischamische Kernzone sowie 
die den. Kern umgebende sogenannte Penumbra. Das 
AusmaB von ischamischem Kern plus Penumbra 
determiniert die Schadensgroiie nach ischamischem 
Insult . 
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Erythropoietin, auch abgekiirzt als "EPO" bezeichnet, 
ist ein korpereigenes Glycoprotein mit einem 
Molekulargewicht von 30000 Dalton (W. Jelkmann, 
^Erythropoietin: Structure, Control of Production, 
and Function", Physiological Reviews, 1992, Band 72, 
Seiten 449 bis 489) . Es ist ein wesentlicher 
Wachs turns faktor fur die Produktion von Erythrozyten 
und wurde bereits 1977 erstmals isoliert. 

Erythropoietin ist seit vielen Jahren in haufigem 
klinischem Gebrauch bei Patienten mit renaler Anamie 
bei Nephrodialyse, zur Gewinnung grofierer Mengen 
autologen Blutes vor geplanten Operationen und geriet 
auch als Dopingmittel in die Schlagzeilen der Presse. 

Dabei erwies sich Erythropoietin als ausgesprochen 
gut vertraglich. Als relevante Nebenwirkungen sind 
insbesondere die oft therapeutisch erwunschte 
Stimulation der Hamatopoiese mit Polyglobulie sowie 
eine seiten zu beobachtende arterielle Hypertonie zu 
nennen. Beide Auswirkungen sind hauptsachlich nach 
chronischer Erythropoietin-Gabe zu erwarten. Sie sind 
im Bedarfsfall relativ einfach durch medikamentose 
Behandlung bzw. AderlaJJ abzuhelfen. 
Unvertraglichkeitsreaktionen bzw. anaphylaktische 
Reaktionen geh5ren bei Erythropoietin zu den 
25 Raritaten. 

Bis heute gibt es keine wirksame Therapie cerebraler 
ischamien, wie beispielsweise zur Behandlung von 
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Schlaganfallpatienten, ohne Eingriff in den 
Kopfbereich des Patienten. 

Sakanaka M. et al. offenbaren in PNAS 1998, Band 95, 
nr 8, S. 4635 - 4640, dafi die zentrale Gabe von 
Erythropoietin im Tierversuch eine protektive Wirkung 
auf cerebrale Neuronen ausubt. Aufgrund der Kenntnis, 
daft die Blut-Hirn-Schranke durch grofiere Proteine 
nicht uberwunden werden kann, erfolgt in samtlichen 
Versuchen die Gabe des Erythropoietin direkt zentral 
in den lateralen Ventrikel. Eine derartige 
unmittelbar intraventrikulare Gabe des 
Erythropoietin, d.h. unmittelbare Infusion des 
Erythropoietin in das Hirngewebe scheidet jedoch bexm 
Menschen aufgrund der hohen Risiken, die mit der 
Anlage und dem Unterhalt einer temporaren 
Ventrikeldrainage verbunden sind, beispielsweise 
Infektionen Oder Blutungen, aus . 

DelMastro L. et al. offenbaren in Oncologist 1998, 
3/5, S. 314-318, daft die preventive Gabe von 
Erythropoietin eine Anamie in chemotherapeutisch 
behandelten Krebspatienten verhindern und damit 
praventiv das Risiko derartiger Patienten bzgl. einer 

cerebralen Ischamie in Folge einer chemotherapeutisch 
verursachten Anamie reduzieren kann. Eine Therapie 

fur eirie bereits vorliegende cerebrale Ischamie, 

insbesondere bei nicht chemotherapeutisch behandelten 

Patienten, ist darin nicht off enbart . 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein 
Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien, 
ein Mittel zur Verwendung bei der Behandlung 
cerebraler Ischamien sowie ein Mittel zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung cerebraler 
Ischamien zur Verftigung zu stellen, die einfach und 
mSglichst nebenwirkungsfrei sowie risikenfrei 
angewandt werden kdnnen. 

Diese Aufgabe wird durch das Verfahren nach Anspruch 
1, die Verwendung zur Herstellung eines Arzneimittels 
nach Anspruch 9 sowie die Verwendung nach Anspruch 17 
geldst. Vorteilhafte Weiterbildungen der 
erfindungsgemalien Verfahren und Verwendungen werden 
in den jeweiligen abhangigen Anspruchen gegeben. 

Ansatzpunkt fUr das erf indungsgemafie Verfahren und 
die erfindungsgemalien Verwendungen von Erythropoietin 
ist es, dafi nach stattgef undener Ischamie, 
beispielsweise nach einem Schlaganf all, moglichst 
fruh so viel wie moglich des geschadigten 
Hirngewebes, insbesondere der Penumbra, gerettet 
werden sollte. Es wurde gefunden, dafi eine periphere 
Gabe von Erythropoietin einen ausgepragt protektiven 
Effekt auf das von der Ischamie betroffene cerebrale 
Gewebe aufweist. Erythropoietin bewirkt dabei, dafi 
der Bereich des geschadigten cerebralen Gewebes, 
insbesondere in der Penumbra, dramatisch verkeinert 
wird gegenuber herkommlichen Mafinahmen bei cerebraler 
Ischamie ohne Erythropoietingabe . 
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Diese unerwartete gewebsrettende Wirkung des peripher 
gegebenen Erythropoietins bei cerebraler Ischamie des 
Menschen ist schon deshalb nicht selbstverstandlich, 
da Erythropoietin bekanntermafien als grofieres Protein 

5 mit einem Molekulargewicht von ca. 30000 Dalton die 

Blut-Hirn-Schranke gewohnlich nicht zu iiberwinden 
vermag. Eine unmittelbar intraventrikulare Gabe des 
Erythropoietin, d.h. unmittelbare Infusion des 
Erythropoietin in das Hirngewebe scheidet jedoch beim 

10 Menschen gewohnlich aus wegen Risiken, die rait der 

Anlage und dem Unterhalt einer temporaren 
Ventrikeldrainage verbunden sind, wie Infektionen 
Oder Blutungen. 

Es ist das Verdienst der vorliegenden Erfindung, zu 
erkennen und umzusetzen, dafi uberraschenderweise zur 
Behandlung einer stattgehabten cerebralen Ischamie 
unmittelbar nach dem schadigenden Ereignis 
Erythropoietin peripher als Arzneimittel gegeben 
werden kann und dann in das geschadigte Hirnareal 
20 Ubergeht und wirksam wird. 

Die periphere Gabe von Erythropoietin, d.h. diesseits 
der Blut-Hirn-Schranke, erfolgt vorteilhaf terweise 
intramuskular oder vaskular. Eine unmittelbar 
vaskulare Gabe, die bekanntermaften vorteilhaf terweise 
25 bei Arzneimitteln meist intravenos erfolgen sollte, 

bietet sich hier geradezu an, um das Erythropoietin 
innerhalb eines kurzen Zeitraums, d.h. so rasch wie 
moglich nach dem schadigenden Ereignis, in einer 
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hohen Dosis zu dem geschadigten cerebralen Gewebe zu 
bringen. 

Es ist daher davon auszugehen, dafi Erythropoietin 
unitiittelbar nach der Schadigung des Hirngewebes durch 
die Ischamie in den geschadigten Bereichen die Blut- 
Hirn-Schranke uberwinden kann. Daher ist es moglich, 
dem beispielsweise durch einen Schlaganfall 
geschadigten Patienten ein Arzneimittel, das 
Erythropoietin enthalt, zu verabreichen, wobei das 
Erythropoietin tatsachlich das geschadigte Hirngewebe 
erreicht . 

Damit steht erstmals ein wirksames Therapeutikum fur 
die cerebrale Ischamie bei Saugetieren, insbesondere 
beim Menschen, wie beispielsweise bei einem 
Schlaganfall, zur Verfugung. 

Vorteilhaft ist dabei weiterhin, dafi die intakte 
Blut-Hirn-Schranke in den nicht-geschadigten 
cerebralen Gewebebereichen ein Eindringen des dort 
nicht benotigten Erythropoietin weiterhin wirksam 
verhindert und so die nicht von dem ischamischen 
Infarkt betroffenen Gewebebereiche von der Therapie 
nicht beeinflufit werden f also auch keine Oder nur 
stark verringerte Nebenwirkungen auftreten konnen. 

Vorteilhaf terweise wird Erythropoietin als 
Arzneimittel mit einer Dosierung in Hohe von 5000 bis 
100000 Einheiten, idealerweise von 35000 Einheiten, 
pro Gabe, moglichst mit einer Gabe pro Tag in den 



ersten Tagen, erstmals moglichst innerhalb von 8 
Stunden nach dem Schlaganf all, angewandt. Es genugen 
dabei einige wenige Gaben von Erythropoietin, urn den 
therapeutischen Effekt herbeizufiihren . Dies hat 
weiterhin den Vorteil, daii die hauptsachlich bei 
langdauernden, kontinuierlichen Behandlungen anderer 
Krankheitsbilder nach dem oben beschriebenen Stand 
der Technik beobachteten Nebenwirkungen und Risiken 
bei der Verwendung von Erythropoietin zur Behandlung 
cerebraler Ischamie nicht Oder nur geringftigig 
auftreten werden. 

Erythropoietin ist aus dem Stand der Technik bekannt. 
Humanes Erythropoietin wurde erstmals aus Urin 
isoliert (T. Miyake et al. 1977, J. Biol. Chem., Bd. 
252, S. 5558 - 5564). Heute erfolgt die Herstellung 
durch DNA-Rekombination. Durch diese Methode kann es 
in ausreichenden Mengen hergestellt und 
erf indungsgemaiJ verwendet werden. Auch weitere 
Varianten des Erythropoietins mit veranderter 
Aminosauresequenz oder -struktur oder auch 
Bruchstucke mit den fur die biologische Funktion des 
Erythropoietin relevanten funktiohellen 
Sequenzabschnitten konnen fur die erf indungsgemafie 
Verwendung eingesetzt werden und sollen unter den 
Begriff "Erythropoietin" , wie er in dieser Anmeldung 
verwendet wird, fallen. Variabilitat der 
erf indungsgemafi einsetzbaren Erythropoietin-Varianten 
ergibt sich weiterhin aus Abwandlungen in der 
Glycosilierung des Erythropoietins. 



Bei dem erf indungsgemafi zu verwendenden 
Erythropoietin kann es sich folglich unter anderem um 
das humane Erythropoietin handeln, wie es 
natiirlicherweise vorkommt, oder auch urn 
Erythropoietin-Produkte bzw . Erythropoiet in-Analoga 
(allgemein: Erythropoietin-Varianten bzw. -Derivate) , 
die Abwandlungen von dem natlirlichen humanen 
Erythropoietin aufweisen, wie zum Beispiel 
Modif ikationen der Sequenz wie Deletionen und 
Substitutionen, oder auch Abwandlungen der 
Kohlenhydratzusammensetzungen. Derartige 
Erythropoietin-Produkte kftnnen durch verschiedene 
Herstellungsverf ahren erzeugt werden. Derartige 
Herstellungsverf ahren fur erf indungsgemafi einsetzbare 
Erythropoietin-Varianten, -Derivate bzw. -Analoga 
sind beispielsweise in den Patentanmeldungen WO 
86/03520, WO 85/02610, WO 90/11354, WO 91/06667, WO 
91/09955, WO 93/09222, WO 94/12650, WO 95/31560 und 
WO 95/05465 beschrieben, deren Of f enbarungen samtlich 
vollstandig hiermit in den Of f enbarungsgehalt in die 
vorliegende Patentanmeldung per Referenz hierauf 
aufgenommen und in die vorliegende Patentanmeldung 
eingeschlossen sein sollen. 

Im folgenden werden Beispiele fur das 
erfindungsgemalie Verfahren und die erf indungsgemafien 
Verwendungen gegeben. 

Es zeigen: 
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Fig 1 das Auftreten von Erythropoietin im Serum und 
in der Cerebrospinalf lussigkeit nach einem 
Schlaganf all, sowie 

Fig. 2 das Lasionsausmafi nach cerebraler Ischamie. 

In Fig. 1A ist der Mittelwert der Serumkonzentration 
von 4 Patienten mit Schlaganf all, d.h. deren 
periphere Konzentration von Erythropoietin iiber 
mehrere Tage aufgetragen, denen ca. 8 Stunden, ca. 24 
Stunden und nochmals ca. 4 8 Stunden nach dem 
Schlaganfall jeweils eine Dosis von 35000 IE humanes 
rekombinantes Erythropoietin (Praparat "Neorecormon" 
der Fa. Hof fmann-LaRoche AG) intravenos gegeben 
wurde. Es ist zu erkennen, dafi die Serumkonzentration 
innerhalb der ersten Tage ihr Maximum erreicht und 
anschlieliend wieder stark abfallt. 

In Fig. IB sind die Konzentrationen von EPO in sechs 
Kontrollpatienten mit nichtischamischen 
neurologischen Erkrankungen ("Neurological Desease 
Controls") nach Infusion von Erythropoietin, in zwei 
unbehandelten Schlaganf allspatienten ("Stroke 
Controls") ohne Infusion von Erythropoietin sowie in 
vier Schlaganf allspatienten ( "EPO-Patients" ) nach 
Infusion von Erythropoietin wie bei den 
Kontrollpatienten dargestellt. Dargestellt ist dabei 
der Mittelwert der EPO-Konzentration in der 
Cerebrospinalf lussigkeit, wie er im Mittel 6,4 
Stunden nach einer ersten Infusion von 35000 IE 
humanen rekombinanten Erythropoietins (Praparat 
"Neorecormon" der Fa. Hof fmann-LaRoche AG) bestimmt 
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wurde. Bei den vier Schlaganf allpatienten ("EPO- 
Patients") handelt es sich um dieselben Patienten wie 
in Fig, 1A. 

Es ist, unter Berucksichtigung der verwendeten 
logarithmischen Skala der Darstellimg in Fig. IB, 
unmittelbar zu erkennen, dafi die Konzentration des 
Erythropoietin in der Cerebrospinal liissigkeit in 
Schlaganf allspatienten ( "EPO-Patients" ) um das ca. 
100-fache uber der der gleich behandelten 
Kontrollpatienten ("Neurological Disease Controls") 
oder auch der unbehandelten Schlaganf allspatienten 
( "Stroke-Controls" ) liegt . 

Es ist das Verdienst der vorliegenden Erfindung, zu 
erkennen, dafi im Falle einer cerebralen Ischamie die 
Blut-Hirn-Schranke fur Erythropoietin durchlassig 
wird, so daii zur Behandlung einer cerebralen Ischamie 
unmittelbar nach dem schadigenden Ereignis 
Erythropoietin peripher als Arzneimittel in das 
geschadigte Hirnareal tibergehen und wirksam werden 
kann. 

Fig. 2 zeigt das Lasionsausmaii nach einem 
Schlaganfall bei einem 73 Jahre alten Patienten. Die 
gezeigten Aufnahmen wurden mittels magnetischer 
Kernresonanzspektroskopie ( "diffusion-weighted MRI " ) 
erzeugt . 

Der Patient wurde ca. 8 Stunden nach einem 
Schlaganfall mit 35000 IE humanem rekombinantem 
Erythropoietin (Praparat "Neorecormon" der Fa. 
Hof fmann-LaRoche AG) intravenos infundiert. Ca. 2 4 
Stunden und 4 8 Stunden nach dem Schlaganfall wurde 
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jeweils eine weitere gleich hohe Dosis Erythropoietin 
gegeben. 

Fig 2A zeigt dabei drei Schnittansichten von unten 
wahrend des Therapieverlauf s durch das Gehirn des 
Patienten ca. 7 Stunden nach dem Schlaganf all . 
Deutlich durch ihre weifie Farbung abgesetzt sind die 
durch den Schlaganfall geschadigten Bereiche zu 
erkennen. 

In Fig. 2B sind die geschadigten Bereiche ca, 3 Tage 
nach dem Schlaganfall ebenfalls durch ihre weiBliche 
Farbung (mit dunklem Kern) zu erkennen. . 

Fig. 2C zeigt dieselben Schnittansichten nach 18 
Tagen. Deutlich zu erkennen ist, dali es zu einer 
markanten Reduktion der Primarlasion kam. Diese 
Reduktion des ischamischen Inf arktareals ist u.a. der 
Behandlung mit Erythropoietin zuzuschreiben . 
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Patentanspruche 

1 . Verf ahren zur Behandlung von cerebralen 
Ischamien eines Saugetieres, dadurch 
gekennzeichnet, daJi Erythropoietin peripher 
appliziert wird. 

2. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daS die Applikation 
vaskular erfolgt. 

3. Verf ahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Applikation 
intravenos erfolgt . 

4 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden 

Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Erythropoietin zur Behandlung des Schlaganf alls 
appliziert wird. 

5. Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, da£ das 
Erythropoietin in einer Dosis von 5000 IE bis 
100000 IE pro Gabe und/oder pro Tag appliziert 
wird. 

6. Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daS das 
Erythropoietin in einer Dosis von 35000 IE pro 
Gabe und/oder pro Tag appliziert wird. 



12 



WO 00/35475 



PCT/EP99/09864 



7 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daS als 
Erythropoietin natives oder rekorabinantes 
menschliches oder tierisches Erythropoietin oder 

5 ein Derivat hiervon appliziert wird. 

8 . Verf ahren nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daS als 
Saugetier ein Mensch behandelt wird. 

9. Verwendung von Erythropoietin zur Herstellung 
10 eines peripher zu applizierenden Arzneimittels 

zur Behandlung von cerebral en Ischamien von 
Saugetieren. 

10. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Herstellung eines vaskular zu applizierenden 

15 Arzneimittels. 

1 1 . Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch zur 
Herstellung eines intravenos zu applizierenden 
Arzneimittels. 

12. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 11 zur 
20 Herstellung eines peripher zu applizierenden 

Arzneimittels zur Behandlung des Schlaganf alls . 

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 12 in 
einer Dosis von 5000 IE bis 100000 IE pro Gabe 
und/oder pro Tag. 
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14, Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 13 in 
einer Dosis von 35000 IE pro Gabe und/oder pro 
Tag. 

15, Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 14 , 

5 dadurch gekennzeichnet , daS als Erythropoietin 

ein natives oder rekombinantes menschliches oder 
tierisches Erythropoietin oder ein Derivat 
hiervon verwendet wird. 

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 15, 
10 dadurch gekennzeichnet, daS das Saugetier ein 

Mensch ist - 

17. Verwendung von Erythropoietin als peripher zu 
applizierendes Mittel zur Behandlung von 
cerebralen Ischamien eines Saugetieres. 

15 18. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch als 

vaskular zu applizierendes Mittel. 

19. Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch als 
intravenos zu applizierendes Mittel. 

20. Verwendung nach einem der Anspriiche 17 bis 19 
20 zur Behandlung des Schlaganf alls . 

21. Verwendung nach einem der Anspriiche 17 bis 20 in 
einer Dosis von 5000 IE bis 100000 IE pro Gabe 
und/oder pro Tag. 
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22. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 21 in 
einer Dosis von 3 5000 IE pro Gabe und/oder pro 
Tag . 

23. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 22, 
5 dadurch gekennzeichnet , daS als Erythropoietin 

ein natives oder rekombinantes menschliches oder 
tierisches Erythropoietin oder ein Derivat 
hiervon verwendet wird. 

24. Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 23, 
10 dadurch gekennzeichnet, da£ das Saugetier ein 

Mensch ist. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for the treatment of cerebral ischaemia and to an agent for the treatment of cerebral ischaemia, 
notably in humans, of the kind seen, for example, in stroke patients. Surprisingly it was found that the peripheral administration of 
erythropoietin to ischaemic cerebral tissue has a marked protective effect. Erythropoietin dramatically reduces the area of permanently 
damaged cerebral tissue, notably in the penumbra, in comparison to results obtained with conventional measures without administration of 
erythropoietin. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Behandlung von cerebralen Ischamien sowie auf ein Mittel zur 
Behandlung cerebraler Ischamien insbesondere des Menschen, wie sie beispielsweise bei Schlaganfallpatienten auftreten. Oberraschend 
wurde gefunden, daB die periphere Gabe von Erythropoietin auf das von der Ischamie betroffene cerebrale Gewebe einen ausgepragt 
protektiven Effekt aufweist. Erythropoietin bewirkt dabei, daB der Bereich des dauerhaft geschadigten cerebralen Gewebes, insbesondere 
in der Penumbra, dramatisch verkleinert wird gegenuber herkammlichen MaBnahmen bei cerebraler Ischamie ohne Erythropoietingabe. 
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